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(57) Abstract 



The invention concerns molecular rods, their uses in a method for fixing and/or crystallising macromolecules, the resulting products 
and uses of said products in the field of materials and structural biology, in particular as biosensors or as biomaterials. Said molecular 
rods have a structure represented by the general formula (I) and said method essentially consists in incubating, for at least 15 minutes, a 
biological macromolecule in solution with a molecular rod as defined by the formula, in suitable temperature and pH conditions. 

(57) Abrege . ^ 

Batons moleculaires, leurs utilisations dans un proceed de fixation et/ou de cristallisatipn de macromol6cules, produits ainsi obtenus 
ainsi qu 'applications desdits produits dans le domaine des materiaux et de la biologie structurale, notamment comme biocapteurs ou comme 
biomatdriaux. . Lesdits batons moleculaires presentent une structure representee par la formule g£n6rale (I) et ledit procdde comprend 
essentiellement l'incubation, pendant au moins 15 minutes, d'une macromoldcule biologique en solution avec un baton moldculaire tel que 
d6fini dans la formule, dans des conditions de temperature et de pH convenables. 
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BATON MOLECUL AIRE ET SES APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a des batons moleculaires, a leurs 
utilisations dans un procede de fixation et/ou de cristallisation de macromolecules, aux 
produits ainsi obtenus ainsi qu'aux applications desdits produits dans le domaine des 
5 materiaux et de la biologie structurale, notamment comme biocapteurs ou comme 
biomateriaux. 

La connaissance de la structure des proteines et notamment de leurs 
sites actifs est essentielle a la comprehension de leur mecanisme d'action. On dispose, 
pour realiser de telles etudes, de plusieurs methodes : rayons X, RMN, electrocristal- . 

10 lographie (cristallisation 2D). 

Pour realiser la cristallisation proprement dite, la technique de cris- 
tallisation bidimensionnelle sur monocouche ou film lipidique, a F interface air/eau 
(E.E. Ugziris et al., Nature, 1983, 301, 125-129), permet la formation de systemes 
auto-organises de macromolecules biologiques (cristaux) et la determination des 

15 structures de ces molecules par T analyse par microscopie electronique des cristaux 
obtenus. 

Cette methode consiste a creer une monocouche lipidique au niveau 
d'une interface air/liquide, les lipides etant selectionnes pour interagir avec les 
proteines, presentes dans la phase liquide, qui se fixent sur les lipides, puis forment un 
20 reseau organise. 

La fixation des proteines sur les lipides de la monocouche met en jeu 
des interactions chimiques au niveau de la tete polaire des lipides. Ces interactions 

■ * 

sont soit aspecifiques, les lipides possedant des extremites polaires chargees, dormant 
lieu a une cristallisation par interactions ioniques, soit specifiques. Dans ce dernier 
25 cas, la tete polaire des lipides porte des ligemds presentant une forte affmite avec les 
proteines a fixer. 

En particulier, il a pu etre montre que des proteines solubles peuvent 
cristalliser bidimensionnellement sur des films lipidiques charges, ou fonctionnalises 
par un ligand de la proteine etudiee (B.J. Jap et ah, Ultramicroscopy, 1992, 46, 45-84). 
30 Plus recemment, des lipides fonctionnalises par des complexes 

metalliques tels que des complexes de nickel (E.W. Kubalek et al., J. Struct. Biol., 
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1994, 113, 1 17-123) ont permis de cristalliser des proteines de fusion dites etiquetees 
histidine. Ces proteines possedent en effet, a leur extremite N- ou C-terminale, une 
sequence composee de plusieurs histidines. II a pu etre montre que la fixation de telles 
proteines sur un lipide-nickel etait due a une interaction forte entre le complexe nickel 

5 et la sequence poly-histidine (C. Venien-Brian et al., J. Mol. Biol. ? 1997, 274, 687- 
692). De tels lipides fonctionnalises ont permis d'obtenir une cristallisation, notam- 
ment dans les cas ou Ton ne disposait pas du ligand approprie. 

Toutefois, la cristallisation des proteines sur des films lipidiques 
presente 1' inconvenient d'etre relativement aleatoire et de dependre de nombreux 

10 facteurs, qu'il est difficile de maitriser simultanement : 

- le ligand porte par les lipides doit etre suffisamment accessible, 
pour pouvoir interagir avec les proteines. Cette accessibility depend de la longueur du 
bras espaceur entre le lipide et le ligand : trop court, il donne lieu a une penetration de 
la proteine a l'interieur de la couche lipidique ; trop long, il confere un trop grand 

15 degre de liberte a la proteine liee et augmente T incidence des defauts dans le cristal ; 

- la monocouche lipidique doit etre suffisamment fluide pour confe- 
rer une mobilite laterale et rotationnelle suffisante a la proteine liee, permettant ainsi 
aux proteines de s' organiser les unes par rapport aux autres et de developper des 
contacts intermoleculaires, de fa9on a donner naissance au cristal ; 

20 - une autre difficulte, inherente a la cristallisation sur monocouche 

lipidique concerne la stabilite de la monocouche ; en effet, la stabilite de 1' interface 
air/liquide est difficilement controlable. En outre, la monocouche lipidique doit rester 
stable, non seulement avant la fixation des proteines, mais aussi apres leur fixation, 
pour permettre 1' organisation spatiale des proteines ; 

25 - pour Tetude microscopique, qui suit 1'etape de cristallisation, il est 

necessaire de realiser une multitude de plans, du fait de la nature plane de la structure 
obtenue. 

En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de pourvoir a 
des structures, denommees ci-apres batons moleculaires, adaptees a la fixation et a la 
30 cristallisation en solution de macromolecules biologiques ainsi qu'a un procede 
permettant de fixer en solution et eventuellement d'induire une auto-organisation 
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desdites macromolecules biologiques, qui reponde mieux aux besoins de la pratique 
que les methodes de cristallisation 2D anterieurement utilisees. 

La presente invention a pour objet des batons moleculaires, caracte- 
rises en ce qu'ils presentent une structure representee par la formule generate I 



suivante : 



( 



) 



GpF 



n 



I, 



dans laquelle : 

P represente un polymere selectionne dans le groupe constitue par 
les polypheny lenes, les polyphenylenevinylenes, les polyphenyleneethynylenes et les 
poly-vinylenes 3 tels qu'illustres dans les formules ci-apres : 

a b c 





A A 





V 



e 



* liaison a GpF 
1 5 dans lesquelles : 

A represente un atome hydrogene ou Tun des groupes suivants : 
alkyle, OH, O-alkyle, NH 2 , NH-alkyle 7 C0 2 H ? C0 2 -alkyle 5 CONH 2 , CONH-alkyle, 

GpF (groupe fonctionnel) represente un groupe B-R, dans lequel : 
- B (bras de liaison) est selectionne parmi des chainons carbones en 
20 C r C l0 , eventuellement substitutes par des groupes alky les, presentant ou non des 
insaturations ou des motifs poly-oxyethylene pouvant presenter ou non en milieu de 
chaine des groupes phosphate, tels que : 
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ill 



dans lesquels : 

5 m represente un nombre entier de 1 a 1 0, 

X represente O, NHCO, OCO, COO, CONH, S, CH 2 ou NH et 
constitue aux extremites desdits chainons carbones des fonctions organiques d'accro- 
chage du type esters, amides, ethers, thioethers ; 

- R represente un groupe hydrophile, selectionne parmi les groupes 

10 charges positivement ou negativement ; des ligands ou analogues de macromolecules 
biologiques, tels que de maniere non limitative, la biotine, la novobiocine, l'acide 
retinoique, les steroides, des antigenes ; des complexes organometalliques interagis- 
sant avec des acides amines ou des acides nucleiques, tels que les complexes de 
cuivre, de zinc, de nickel, de cobalt, de chrome, de platine, de palladium, de fer, de 

15 ruthenium ou d' osmium avec des ligands comme IDA, NTA, EDTA, bipyridine ou 
terpyridine, lesdits ligands etant eventuellement fonctionnalises par des groupements 
alkyles de liaison a E (au niveau de X) ; on entend par groupes charges positivement 
ou negativement et ce de maniere no limitative : ammoniums, carboxylates, phos- 
phates, sulfonates ; on peut citer par exemple les groupes suivants : -N(CH3)3 + ou - 

20 CO2"- 

n represente un nombre entier compris entre 5 et 1000, 
p represente un nombre entier compris entre 0 et 1 0 et 
E (segment espaceur) represente un motif chimique dont la nature ne 

perturbe pas la structure rigide du squelette forme par P et represente un motif pheny- 
25 lene, ethynylene, vinylene ou la combinaison de ces motifs, telle que phenylene- 

ethynylene, comme illustre dans la formule ci-apres : 
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dans laquelle A represente un atome d' hydro gene ou Tun des 
groupes suivants : alkyle, OH, O-alkyle, NH 2 , NH-alkyle, C0 2 H, C0 2 -alkyle, CONH 2 , 
CONH-alkyle. 

5 Les differents P tels que definis ci-dessus forment avec GpF et E, les 

formules suivants : 

a ' b 9 c 




n 



\ GpF ' 




On entend au sens de la presente invention par alkyle : des groupe- 
ments alky les en C r C 6 , lineaires ou ramifies ou eventuellement substitues. 

Les substituants des chainons carbones en Ci-C, 0 , representant B 
sont notamment selectionnes parmi les alkyles en C r C 6 . 

Des polymeres dont le squelette presente un grand nombre de conju- 
15 gaisons (poly-phenylene ; poly-phenylenevinylene ; poly-phenyleneethynylene) ont 
deja ete decrits (Angew. Chem. Int. Ed. 1998, vol.37, pp. 402-428) et sont utilises pour 
leur proprietes electroniques et de fluorescence, en optique non-lineaire 
(Macromolecules, 1994, 27, 562-571 et J. Phys. Chem., 1995, 99, 4886-4893). 

Les polymeres selon la presente invention sont fonctionnalises par 
20 des groupes GpF, qui en association avec 1' element E conferent au baton moleculaire 
selon Tinvention, des proprietes particulieres : 

- il est lineaire, rigide et soluble dans les milieux aqueux, 

- il est regulierement fonctionnalise par des groupement ayant une 

i - ■ - : 

tres forte affinite pour les macromolecules biologiques et 
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- il est particulierement bien adapte, lorsqu'il est mis en solution 
avec une macromolecule biologique, a la fixation et/ou a l'auto-organisation desdites- 
macromoiecules sur ledit baton par reconnaissance moleculaire. 

La structure des batons moleculaires, conformes a l'invention, est 

5 illustree a la figure 1 : 

P constitue un squelette de polymere, qui doit etre rigide et globa- 

lement lineaire, afin d'avoir un caractere de baton moleculaire ; 

E permet de controler la distance L2 entre les groupes fonctionnels 
GpF, alors que le bras de liaison B de GpF permet de controler la distance LI entre le 
10 groupe R et l'axe du polymere, comme illustre a la figure 2. 

Selon un mode de realisation avantageux desdits batons molecu- 
laires, ils presentent la formule generale II suivante : 



o 





II, 

dans laquelle : 
15 p=0 : absence de E, 

P represente le groupe b tel que defini ci-dessus ? 

GpF comprehd un groupe B represente par un groupe / tel que defini 
ci-dessus, dans lequel m=3, Tun des X represente NHCO et Tautre X represente CH 2 , 
et un groupe R represente par un complexe organometallique a base de nickel 

20 (complexe Ni-NTA) et 

n represente un nombre entier compris entre 5 et 1000. 
Selon un autre mode de realisation avantageux desdits batons mole- 
culaires, ils presentent la formule generale III suivante : 
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H 2 0 ,M, "*"Ni- 





J 



n 

III 

dans laquelle : 

m represente un nombre entier compris entre 1 et 1 0 
p represente un nombre entier compris entre 0 et 1 0, 
5 p represente ie groupe b tel que defini ci-dessus, 

GpF comprend un groupe B represente par un groupe h tel que defini 
ci-dessus, dans lequel les deux X sont identiques et represented NHCO, associe a un 
groupe R represente par un complexe organometallique a base de nickel (complexe 
Ni-NTA), dont le ligand NTA est fonctionnalise par un groupe alkyle en C 4 =(CH 2 ) 4 , et 
10 n represente un nombre entier compris entre 5 et 1000. 

4 

La presente invention a egalement pour objet un procede de fixation 
et/ou d' auto-organisation de macromolecules biologiques, caracterise en ce qu'il 
comprend essentiellement r incubation,- pendant au moins 15 minutes, d'une macro- 
molecule biologique en solution avec un baton moleculaire, tel que defini ci-dessus, 
15 dans des conditions de temperature et de pH convenables. 

Apres fixation et/ou auto-organisation des macromolecules, on 
obtient un objet supramoleculaire. 

Dans le processus d'auto-organisation selon r invention, Tobjet 
supramoleculaire obtenu va eventuellement pouvoir evoluer vers un cristal helicoidal 
20 de macromolecules biologiques autpur du baton moleculaire. 

Un tel procede est particulierement bien adapte au controle de la 

• * * * • 

cristallisation helico'idale des macromolecules biologiques autour desdits batons mole- 
culaires. 
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De maniere surprenante, les batons moleculaires selon l'invention 
permettant de fixer en solution et eventuellement d'induire une auto-organisation de- 
macromolecules biologiques, offrent d'importantes applications dans les domaines des 
nanomateriaux ou de la biologie structurale : 
5 - fixation de macromolecules biologiques sur les batons moleculaires 

en controlant ou non l'orientation de cette fixation ; 

- controle de la cristallisation helicoidale des macromolecules biolo- 
giques autour des batons moleculaires ; 

- etude structurale des macromolecules biologiques par analyse avec 
10 un microscope electronique des cristaux helicoi'daux obtenus. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, lesdites 
macromolecules biologiques sont notamment des proteines solubles, membranaires, 
trans-membranaires, des enzymes, des anticorps, des fragments d'anticorps ou des 
acides nucleiques. 

15 Selon un autre mode de mise en oeuvre dudit procede, ladite solution 

est constitute d'un solvant de solubilisation desdites macromolecules biologiques, 
aqueux ou hydroalcoolique et contenant eventuellement au moins un detergent, en 
fonction de la macromolecule biologique a cristalliser. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, les 

20 conditions d'incubation sont de preference les suivantes : incubation a temperature 
ambiante, pendant 1 5 minutes a 48 heures, aunpH compris entre 5,5 et 8,5. 

Le procede selon la presente invention s'applique particulierement a 
la determination de structure tridimensionnelle de proteines solubles. 

La formation d'un cristal helicoidal d'une macromolecule biologique 

25 comme une proteine sur un baton moleculaire est le resultat d f un parfait accord entre 
les dimensions de la macromolecule (diametre) et les parametres du baton (distances 
Llet L2, et longueur du baton moleculaire). La distance LI represente la distance entre 
le groupe R et l'axe du polymere. La distance L2 represente la distance entre deux 
groupes R. La longueur du baton moleculaire est equivalente au degre de polymerisa- 

30 tion du polymere (voir figure 2). 
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De maniere surprenante, ledit procede permet d'obtenir des arran- 
gements de macromolecules biologiques permettant des etudes structurales par micro- 
scopie electronique ou bien la preparation de nouveaux nano-materiaux utilisables 
pour leur proprietes physiques, electriques, ou biologiques. 
5 La presente invention inclut par consequent la preparation d'une 

librairie de batons moleculaires dans lesquels les distances LI et L2 sont variables. 

La presente invention a egalement pour objet un objet supramolecu- 
laire, caracterise en ce qu'il est constitue d f un baton moleculaire, tel que defini ci- 
dessus, sur lequel des macromolecules biologiques sont fixees de maniere non- 
10 covalente ou sont organisees sous une forme cristalline. 

La presente invention a, en outre, pour objet les applications dudit 
objet supramoleculaire, a I'etude structural des macromolecules qui lui sont associees, 
en tant que reactif biologique et notamment en tant que reactif immunologique et en 
tant que biocapteurs ou bioconducteurs. 
15 Outre les dispositions qui precedent, Finvention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exempies de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu ? aux 

dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 represente un schema descriptif d'un element d'un baton 

20 moleculaire selon T invention ; 

-la figure 2 illustre un baton moleculaire selon Finvention ; 

- la figure 3 represente un schema descriptif de formation d'un 
cristal helicoi'dal de macromolecules biologiques sur un baton moleculaire ; 

- la figure 4 illustre Fetude de la fixation de l'ABC23-(His) 6 de 
25 TARN Polymerase de levure sur un baton moleculaire selon Finvention, par chroma- 

tographie de permeation sur une colonne Superose® 6, avec elution par un tampon Tris 

(10mM, pH 8 ; NaCl 150 mM) (Smart® system) ; 

- la figure 5 represente une photo d'un baton moleculaire selon 

Finvention: 
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II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration objet de l'invention, dont ils ne constituent en aucune* 
maniere une limitation. 

Exemple 1 : Preparation d T un baton moleculaire biotinyle pour la fixation de 
5 streptavidine 

Dans le but de fixer et de cristalliser la streptavidine ou une strepta- 
vidine de fusion, un polymere poly-(phenyleneethynylene) fonctionnalise par des 
biotines a ete prepare. 



C0 2 H 




OH 





NHBoc 





NH 



NH 



e.f 




10 



15 



Conditions : 

a. TMSA, PdCl2(PPh3)2> Cul, THF/TEA ; b. KOH, MeOH ; c. 

: NHS, DCC, THF ; d. H2N-(CH2)3 -NHBoc, CH2CI2, TEA ; e. PdCb(PPh3)2, Cul, 

THF/TEA ; f. TFA, CH2CI2 ; g. Biotine-NHS, DMF, TEA. 

Protocoles experimentaux 
(3-aminopropyl)-carbamate de /-butyle : 



s 

H 3 C, 



2 
H 



H 3 C o 

MODE OPERATOIRE 

A 0°C, 2,6 g de dicarbonate de /-butyle (11,9 mmol, 0,1 eq.), en 
solution dans 1 0 ml de MeOH, sont additionnes goutte a goutte sur 1 0 ml de propane 
20 diamine (120 mmol., 1 eq.) en solution dans 40 ml de MeOH. L'agitation est mainte- 
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nue a temperature ambiante pendant 15h., puis le milieu reactionnel est evapore. Le 
residu est repris dans 20 ml d'eau et 50 ml de CH2CI2, la phase organique est sechee 
sur MgS04, filtree puis evaporee pour conduire a 1,8 g d f une huile incolore (Rdt : 
87% / B0C2O), qui est utilisee dans les etapes ulterieures sans purification supple- 
5 mentaire. 

FB:C8Hi802N2 PM: 174 g/mol 

CCM : Rf (CH2CI2 / MeOH / TEA : 69 / 30 / 1 ) : 0,26 ; 

RMN !H (300 MHz, CDCI3) : 5 4,92 (si, 1H, H2) ; 3,16 (tt, J3-4 = 6,6 Hz J3-2 = 7,2 
Hz, 2H, H3) ; 2,73 (t , J5.4 = 6,6 Hz, 2H, H5) ; 1,57 (tt, J4-3 et 4-5 = 6 ; 6 Hz 2H, 
iqy H4) ; 1,41 (s, 9H, Hg) ; 1,17 (si, 2H, H6) ; 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 8 155,88 (1C, Ci) ; 78,73 (1C, C7) ; 39,42 (1C, 
C5) ; 38,15 (1C.C3); 33,16 (IC C4); 28,15 (3C,C8); 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 175 (100, [M+l]+) ; 192 (10, [M+18] + ) ; 

[3-(5-ethynyl-2-iodo-benzoylamino)-propylj-carbamate de t- 

15 butyle : 

O CH 3 
5 [I UCH 3 

X N 7 O^CHj 
H 9 

6 

MODE OPERATOIRE 

174 mg de (3-aminopropyl)-carbamate de r-butyle (1 mmol, 1 eq.) 5 
en solution dans 7 ml de CH2CI2 et 0,5 ml de trimethylamine sont additionnes sxir 369 

20 mg de 2-iodo-5-ethynyl-benzoate de 2,5-dioxo-pyrrolidin-l-yle (1 mmol, 1 eq.) en 
solution dans 7 ml de CH2CI2. Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante 
pendant 48h., puis est evapore. Le residu obtenu est purifie par chromatographic sur 
gel de silice 60H (Hexane/EtOAc : 1/1) pour conduire a 416 mg d'un solide blanc avec 
un rendement de 97%. 

25 FB : C17H21O3N2 PM: 428 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAcH : 1 / 1) : 0,40 
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RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 5 7,80 (d, Ji2-13 = 8,2 Hz, 1H, H12) ; 7,46 (d, J15-13 
= 2,0 Hz, 1H, H15) ; 7,17 (dd, Jb-12 = 8,2 Hz Jl3-15 = 2,0 Hz, 1H, H13) ; 6,55 (si, ' 
1H, H2) ; 4,92 (si, 1H, H6) ; 3,48 (tt, J3.4 = 6,2 Hz J3.2 - 6,0 Hz, 2H, H3) ; 3,27 (tt, 
J5-4 = 5,7 Hz J5-6 = 6,4 Hz, 2H, H5) ; 1,70-1,78 (m, 2H, H 4 ) ; 1,41 (s, 9H, Hg) ; 
5 RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 5 166,70 (1C, Cj) ; 156,44 (1C, C7) ; 142,38 (1C, 
C10) ; 139,63, 133,74 (2C, C12, C13) ; 131,05 (1C, C] 5 ) ; 122,22 (1C, C14) ; 92,81 
(1C, Ci 1) ; 81,62 (1C, C16) ; 79,26, 79,17 (2C, C17, C7) ; 37,07, 36,42 (2C, C 5 , C3) ; 
29,83 (1C, C4); 28,14 (3C, Cg) ; 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 429 (26, [M+l] + ) ; 446 (100, [M+18] + ) ; 
10 Polymerisation de [3-(5-ethynyl-2-iodo-benzoylamino)-propyl]- 

carbamate de /-butyle : 




O CH 3 

H 



MODE OPERATOIRE 

350 mg de [3-(5-ethynyl-2-iodo-benzoylamino)-propyl]-carbamate 
15 de /-butyle (0,81 mmol, 1 eq.) sont places dans un melange constitue de 24,5 ml de 
THF et 24,5 ml de triethylamine, puis 57 mg de palladiumbisdichlorobistriphenyl- 
phosphine (0,081 mmol, 0,1 eq.) et 57 mg d'iodure de cuivre (0,28 mmol, 0,3 eq.) sont 
additionnes. Le milieu reactionnel est chauffe a 50°C pendant 15h. Apres etre revenu a 
temperature ambiante le milieu reactionnel est verse sur 900 ml d'acetone. 1 60 mg de 
20 polymere, sous forme d ! un solide jaune, sont recuperes par centrifugation de l'acetone. 

Hydrolyse du polymere 




MODE OPERATOIRE 

' 50 mg de polymere sont places en suspension dans 1 ml de CH2C12, 

25 puis a 0°C, 0,5 ml d'acide trifluoroacetique sont additionnes goutte a goutte, le milieu 
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reactionnel devient alors soluble. Apres 2h. d'agitation le milieu reactionnel est 
evapore, puis repris en suspension dans un melange constitue de 1 ml de CHbCb et 1 
ml de triethyiamine. Le precipite est recupere par centrifugation, lave plusieurs a l'eau, 
puis lyophilise. 

5 U.V. (HC1 0,1N, 0,208mg/ml) : 348 (5856) ; 321 (5317) ; 301 (3990) ; 283 (3317) ; 
201 (8519); 

Couplage de la biotine 




MODE OPERATOIRE 

10 15 mg de polymere et 15 mg de biotine-Af-hydroxysuccinimide sont 

mis en suspension dans 10 ml de DMF. Apres 48h. d'agitation le milieu reactionnel est 
filtre, evapore. puis repris en suspension dans une solution de CH2CI2. Le precipite 
est recupere par centrifugation, lave plusieurs a l'acetate d'ethyle, puis lyophilise. 
Exemple 2 : Preparation d'un baton moleculaire fonctionnalise par un complexe 

15 de nickel Ni-NT A 

Dans le but de fixer et de cristalliser des macromolecules biolo- 

giques comportant une etiquette poly-histidine ? nous avons prepare un polymere de 
type poly-(phenyleneethynylene) fonctionnalise par des complexes de nickel-NTA. La 
methode de preparation de NT A*, Tanalogue du NT A, est identique a celle decrite par 
20 C. Venien-Brian et al (J. Mol Biol 1997, vol 274, pp. 687-692). 
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Schema de svnthese : Preparation du polymere PO 



i 

^-CO jH 

I 



a.b 



OH 




CO*Me 




,CO,Me 



COjMe 





H,0 



OH, 



Conditions : 

a. TMSA, PdCl2(PPh3)2, Cul, THF/TEA ; b. KOH, MeOH ; c. 
5 NHS, DCC, THF ; d. NT A* CH2CI2, TEA ; e. PdCl2(PPh3)2, Cul, THF/TEA ; f. 
KOH, MeOH ; g. N1CI2.6H2O, Tris (lOrnM, pH 8). 

Protocoles experimentaux 

Acide 2-iodo-5-trimethylsilanylethynyl-benzoique : 



to 




3^1 



10 MODE OPERATOIRE 

1,12 g d'acide 2,5-diiodo-benzoi'que (3mmol, 1 eq.), 210 mg de 
dichlorobis(triphenylphosphine palladium (II) (0,3, 0,1 eq.) et 200 mg de iodure de 
cuicre(I) (1 mmol, 0,34 eq.) sont mis en solution dans 60 ml d'un melange THF/TEA 
(3/1). Apres addition de 425 ul de trimethylsilylacetylene (3 mmol, 1 eq.), l'agitation 
15 est poursuivie a temperature ambiante pendant 16 heures a l'abri de la lumiere. Le 
milieu reactionnel est alors evapore a sec et le residu obtenu est purifie par flash- 
chromatographie sur silice 60H (Hexane / EtOAc / AcOH ; 70/30/1%) pour fournir 
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apres sechage sous vide 754 mg d'acide 2-iodo 5-trimethylsilylanylethynyl-benzoi'que 
sous la forme de fines aiguilles jaunes (Rdt : 73 %). 

FB : Ci2Hi3l02Si PM : 344.221 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc/AcOH : 50/50/1%) : 0,55 ; 
5 RMN *H (300 MHz, Acetone d6) : 8 10,93 (s large, 1H, Hi) ; 8,02 (d, J4-5 = 8,2 Hz 
1H, H4) ; 7,92 (d, J5-7 = 1,8 Hz, 1H, H7) ; 7,27 (dd, J4-5 = 8,2 Hz, J5-7 = 1,8 Hz, 1H, 
H5);0,25 (s,9H,Hl0); 

RMN 13 C (75,47 MHz, Acetone d6) : 6 166,99 (1C, Ci) ; 142,24 (1C, C4) ; 136,85 
(1C, C2) ; 135,57 (1C, C 5 ) ; 134,16 (1C, €7) ; 123,75 (1C, C6) ; 103,59 (1C, C 3 ) ; 
10 97,12 (1C,C8); 94,52 (ICC9);- 0,28 (3C,Cio); 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 362 (100, [M+18] + ) ; 

Acide 2-iodo-5-ethynyl-benzoique : 



15 




MODE OPERATOIRE 

A une solution de 500 mg d'acide 2-iodo 5- 
trimethylsilylanylethynyl-benzoique (1,45 mmoL 1 eq.) dans 30 ml de methanol, sont 
ajoutes a 0 °C, 4,5 ml d'une solution aqueuse d'hydroxyde de postassium (IN). Apres 
2h. d'agitation a temperature ambiante, le milieu reactionnel est lave avec 2x50 ml de 
CH2CI2 puis la phase aqueuse est reacidifie jusqu'a pH 2 par addition d'une solution 
20 molaire d'acide chlohydrique. Apres extraction avec 2x50 ml de CH2CI2, les phases 
organiques sont rassemblees pour fournir apres sechage et evaporation 383 mg d'acide 
2-iodo-5-ethynyl-benzo» que sous la forme d'un solide jaune (Rdt : 97 %). 
FB : C9H5IO2 PM : 272,039 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc/AcOH : 50/50/1 %) : 0,4 ; - 
25 RMN !H (300 MHz, Acetone d6) : 6 8,08 (d, J4.5 = 8,1 Hz 1H, H4) ; 7,93 (d, J5.7 = 
1,9 Hz, 1H, H7) ; 7,36 (dd, J4-5 = 8,1 Hz, J5-7 = 1,9 Hz, 1H, H 5 ) ; 3,87 (s, 1H, H9) ; 
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* 

RMN 13 C (75,47 MHz, Acetone d6) : 8 167,01 (1C, Cl) ; 142,22 (1C, C4) ; 137,32 
(1C, C2) ; 135,72 (1C, C5) ; 134,12 (1C, C7) ; 123,00 (1C, C 6 ) ; 94,51 (1C, C 3 ) ; 
82,08 (1C, C8); 81,22 (1C, C9) ; 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 290 (100, [M+18] + ) ; 307 (66, [M+35] + ) ; 

5 562(8, [2M+18] + ) ; 

2-Iodo-5-ethynyl-benzoate de 2,5-dioxo-pyrrolidin-l-yle : 




MODE OPERATOIRE 

A vine solution de 544 mg (2 mmol, 1 eq) d'acide 2-iodo-5-ethynyl- 
10 benzoique et 276 mg de NHS (2,4 mmol, 1,2 eq.) dans 30 ml de THF sont ajoutes a 
0°C 495 mg (2,4 mmol, 1,2 eq) de DCC en solution dans 20 ml de THF. Le melange 
est agite pendant une nuit a temperature ambiante. Le milieu reactionnel est alors 
filtre, puis evapore. et le residu obtenu est purifie par flash-chromatographie sur silice 
60H (Hexane / EtOAc ; 70/30) pour foumir apres sechage sous vide 568 mg de 2- 
15 iodo-5-ethynyl-benzoate de 2,5-dioxo-pyrrolidin-l-yle sous la forme d'un solide jaune 
(Rdt : 77 %). 

FB : C13H8INO4 PM : 369,1 14 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 50/50) : 0,46 ; 

RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 5 8,18 (d, J5-7 = 2,4 Hz, 1H, H7) ; 8,3 (d, J 4 -5 = 8,5 
20 Hz 1H, H4) ; 7,34 (dd, J4-5 = 8,5 Hz, J5-7 = 2,4 Hz, 1H, H5) ; 3,22 (s, 1H, H9) ; 2,91 
(s,4H,Hn); 

RMN 1 3 C (75,47 MHz, CDCI3) : 5 168,53 (2C, Cn) ; 160,49 (1C, Cl) ; 141,92 (1C, 
C 4 ) ; 136,97 (1C, C5) ; 135,09 (1C, C7) ; 129,67 (1C, C2) ; 122,60 (1C, C6) ; 95,60 
(1C, C3) ; 80,81 (1C, Cg) ; 80,20 (1C, C9) ; 25,46 (2C, C12) ; 
25 SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 387 (100, [M+l 8] + ) ; 404 (27, [M+35]+) ; 
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2-(Bis-methoxycarbonyImethyl-amino)-6-(2-iodo-5-ethynyl- 
benzoylamino)-hexanoate de methyle : 



H 20 0 H 3 C0 2 C N C0 2 CH 3 




MODE OPERATOIRE 

5 A une solution de 320 mg (1,05 mmol, 1,05 eq.) de NT A* dans 20 

ml de CH2CI2 sont ajoutes 1 ml de TEA et 370 mg (1 mmol, 1 eq) de 2-iodo-5- 
ethynyl-benzoate de 2,5-dioxo-pyrrolidin-l-yle en solution dans 20 ml de CH2CI2. Le 
melange est agite pendant 16 heures a temperature ambiante. Le milieu reactionnel est 
alors evapore. pour fournir apres chromatographic sur silice (CtoCb/MeOH/TEA ; 
10 90/10/1), 380 mg de 2-(bis-methoxycarbonylmethyl-amino)-6-(2-iodo-5-ethvnyl- 
benzoylamino)~hexanoate de methyle sous la forme d'une huile orange (Rdt : 68%). 
FB : C22H27IN2O7 PM : 558,372 g/mol 

CCM : Rf(Hexane / EtO Ac : 50/50) : ; 

_ 

RMN !H (300 MHz, CDCI3) : 8 7,74 (d, J 15- 16 = 8,2 Hz 1H, Hi 5) ; 7,41 (d, J 16- 18 
15 = 2,1 Hz, 1H, Hi8) ; 7,09 (dd, J15-I6 = 8,2 Hz, J16-I8 = 2,1 Hz, 1H, H\6) ; 6,46 (t, 
J 6 -9 = 5,1 Hz, 1H, H9) ; 3,62 et 3,56 (s, 13H, H10, Hi 1, H7) ; 3,38 (t, J2-3 = 7,3 Hz, 
1H, H2) ; 3,36 (t, J5-6 = 6,6 Hz, J6-9 = 5, 1 Hz, 2H, H6) ; 1 ,40 - 1 ,80 (m, 6H, H3, H4, 
H 5 ); 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 5 172,82 (lC, Ci) ; 171,54 (2C, Cs) ; 168,42 (1C, 
20 C12) ; 142,57 (1C, C13) ; 139,49 (1C, C 15 ) ; 133,54 (1C, Ci6) ; 131,17 (1C, Ci 8 ) ; 
122,00 (1C, C17) ; 93,04 (1C, C14) ; 81,69 (1C, C19) ; 79,19 (1C, C 2 0) ; 63,95 (1C, 
C 2 ) • 52,25 (2C, C 7 ) ; 51,41 et 51,22 (3C, C 10, Cu) ; 39,53 (1C, C 6 ) ; 29,37 (1C, 
C3) ; 28,08 (1C, C5) ; 22,71 (1C, C4) ; 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 631 (9, [M+l] + ) ; 648 (100, [M+18] + ) ; 

• • - . * 

25 Microanalyse pour C22H27IN2O7 : 

Calc. : C, 47,32 ; H, 4,87 ; N, 5,02 ; O, 20,06 ; I, 22,73 ; 
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Exp. : C, 47,01 ; H, 4,95 ; N, 4,87 
Polymerisation de 2-(bis-methoxycarbonylmethyI-amino)-6-(2- " 
iodo-5-ethynyI-benzoylamino)-hexanoate de methyle : 

Me0 2 C^" N ^^C0 2 Me 
C0 2 Me 




5 MODE OPERATOIRE 

84 mg de 2-(bis-methoxycarbonylmethyl-amino)-6-(2-iodo-5- 
ethynyl-benzoylamino)-hexanoate de methyle (0,15 mmol, 1 eq.) sont places dans un 
melange constitue de 6 ml de THF et 2 ml de triethylamine, puis 1 1 mg de 
palladiumbisdichlorobistriphenylphosphine (17 jamol, 0,1 eq.) et 15 mg d'iodure de 
10 cuivre (79 (xmol, 0,5 eq.) sont additionnes. Le milieu reactionnel est chauffe a 50°C 
pendant 15h. Apres etre revenu a temperature ambiante le milieu reactionnel est verse 
sur 200 ml d'acetone. 55 mg de polymere, sous forme d'un solide jaune, sont recuperes 
par centrifugation de Tacetone. 

Hydro lyse du polymere 

H0 2 C^ Sv N'^^C02H 
C0 2 H 

UK" 

15 n 

MODE OPERATOIRE 

- 

50 mg de polymere sont places en suspension dans 5 ml de MeOH, 
puis a 0°C, 5 ml d'une solution molaire d'hydroxyde de potassium sont additionnes 
goutte a goutte. Apres 96h. d'agitation le milieu reactionnel est filtre, evapore puis 
20 repris dans un minimum d'eau. La solution obtenu est alors reacidifiee par addition 
lente d ! une solution d'acide chlorhydrique 0,1M. Le precipite forme est recupere par 
centrifugation, lave plusieurs a l'eau, puis lyophilise. 
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10 



Complexation des ions nickel 



H 2 0^ | N 

Q 




15 



Polymere P0 

MODE OPERATOIRE 

1 mg de polymere sont mis en solution dans 5,15 ml de tampon 
Tris(10 mM, pH 8). 20 \il d'une solution de NiCl2-6H20 (500 mM) dans du Tris (10 
mM, pH 8) sont alors additionnees a 1 ml de la solution de polymere. Apres dialyse, le 
compose est utilise en solution sans autre purification. 

Exemple 3 : Conception d'une librairie de batons moleculaires fonctionnalise par 
des complexes nickel-NT A (polymere Ppm) pour la fixation de proteines 

etiquetees-histidine. 

Approche svnthetique pour controler la distance L : 



OH 



n 3 




V. VI 



. { 



COjMe 
NTA" 



Conditions : 

i. TsCl, TEA, THF; ii. NaN 3 , CH 3 CN; iii. NaH, BrCH 2 C0 2 tBu, THF; 
iv. TFA, CH 2 C1 2 ; v. SOCl 2 / TEA, CH 2 C1 2 ; vi. H 2 , Pd/C, MeOH. 



- • i 
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Approche svnthetique pour controler la distance L -> 




Conditions : 



a. TMSA, PdCl 2 (PPh 3 ) 2 , Cul, THF/TEA; b. KOH 5 MeOH; c. NHS, 
5 DCC, THF; d. MeOH, EDC, HOBT, THF; e. HC1, NaNO, / K 2 C0 3 , HNPr^; f. LDA, 
ClPO(OEt) 2 ; g. LDA (2eq.)> Me 3 SiCl; h. K 2 C0 3 , MeOH; i. PdCl 2 (PPh 3 ) 2 , Cul, 

THF/TEA; j. MeL 

Protocoles experimentaux 

Les protocoles experimentaux de polymerisation et d'hydrolyse sont 

10 identiques a ceux decrits pour le baton P0. 

Preparation du monomere pour le baton P ^ 
Toluene-4-sulfonate de 2-(2-hydroxy-ethoxy)ethyle : 




MODE OPERATOIRE 

15 50 ml de diethyleneglycol (0,5 mol, 10 eq.) et 10 g de chlorure de 

tosyle (0,05 mol, 1 eq.) sont mis en solution dans 200 ml de dichloromethane. Apres 
avoir additionne goutte a goutte 7,3 ml de triethylamine (0,05 mol, 1 eq.) ? le milieu 
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reactionnel est agite pendant 16 heures a temperature ambiante. Apres hydrolyse avec 
100 ml d'eau, le milieu reactionnel est extrait deux fois avec 100 ml de 
dichloromethane, la phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtree puis 
evaporee pour conduire a un residu qui est purifie par flash-chromatographie sur silice 
5 60H (Hexane/EtOAc : 40/60). 13,4 g de O-tosyldiethyleneglycol sont obtenus sous la 
forme d'une huile legere incolore (Rdt : 99% / TsCl). 

FB:CnHi605S PM : 260,2 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 7 / 3) : 0, 32 

RMN *H (300 MHz, GDCI3) : 6 7,78 (d, J6-7 = 8,1 Hz, 2H, H6) ; 7,33 (d, J7-6 = 8,1 
10 Hz 2H, H7) ; 4,18 (t, J 4 -3 = 3,2 Hz, 2H, H 4 ) ; 3,69-3,63 (m, 4H, H 2 -3) ; 3,51 (t, h-2 
= 3,2 Hz, 2H, Hi) ; 2,43 (s, 3H, Ho) ; 1,98 (si, 1H, H10) ; " 

RMN 13c (75,47 MHz, CDCI3) : 8 144,70 (1C, Cg) ; 132,82 (1C, C 5 ) ; 129,60 (2C, 
C 6 ) ; 127,69 (2C, C 7 ) ; 72,24 (1C, C 2 ) ; 68,91 (1C, C 3 ) ; 68,35 (1C, C 4 ) ; 61,40 (1C, 
Ci) ; 21,33 (ICC9); 

15 SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 278(1 00, [M+18] + ) ; 

2-(2-azido-ethoxy)-ethanol 16a : 

MODE OPERATOIRE 

12,27 g de toluene-4-sulfonate de 2-(2-hydroxy-ethoxy)ethyle (0,047 
20 mol, 1 eq.) sont mis en solution dans 200 ml d'acetonitrile, puis 3,67 g d'azoture de 
sodium (0,056 mol, 1,2 eq.) sont additionnes. Le milieu reactionnel est chauffe a 80°C 
pendant 16 heures. Apres hydrolyse avec 100 ml d'eau, le milieu reactionnel est extrait 
deux fois avec 1 00 ml d'acetate d'ethy le. La phase organique est sechee sur sulfate de 
magnesium, filtree puis evaporee pour conduire a 3,9 g d'une huile legere incolore 
25 (Rdt : 63%). 

FB:C4Hq02N3 PM : 131 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 1/1) : 0,28; 
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RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 5 3,72 (t, J2-1 = 4,7 Hz, 2H, H2) ; 3,66 (t, J3-4 = 4,8 
Hz 2H, H3) ; 3,58 (t, Ji-2 = 4,7 Hz, 2H, Hi) ; 3,38 (t, J 4 -3 = 4,8 Hz, 2H, H 4 ) ; 2,32 
(si, 1H, H 5 ) ; 

RMN 1 3 C (75,47 MHz, CDCI3) : 5 72,19 (1C, C2) ; 69,82 (1C, C3) ; 61,53 (1C, 
5 Ci)t; 50,49 (1,C4); 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 149 (100, [M+18] + ) ; 

[2-(2-azido-ethoxy)-ethoxy]-acetate de /-butyle 19a : 




H 3 C o 

MODE OPERATOIRE 

10 1,42 g d'hydrure de sodium (0,035 mol, 1,2 eq.) sont mis en 

suspension dans 30 ml de tetrahydrofurane, puis a 0°C, 3,89 g de 16a (0,029 mol, 1 
eq.) en solution dans' 10 ml de tetrahydrofurane sont additionnes goutte a goutte. 
L' agitation est maintenue a cette temperature pendant un demi-heure avant 
d'additionner lentement 8,71 ml de bromo-acetate de r-butyle (0,059 mol, 2 eq.). La 

15 temperature est remontee lentement et I'agitation est maintenue pendant une nuit. Le 
milieu reactionnel est hydrolyse avec 50 ml d'eau puis ce dernier est concentre pour 
conduire a un residu qui est purifie par flash-chromatographie sur silice 60H 
(Hexane/EtOAc : 70/30). 3,95 g de produit sont recuperes sous la forme d'une huile 
legerement jaune avec un rendement de 55%. 

20 FB : C10H19O4N3 PM:245 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 7 / 3) : 0,47 ; 

RMN lH (300 MHz, CDCI3) : 8 4,02 (s, 2H, H2) ; 3,70-3,66 (m, 6H, H3.4.5) ; 3,39 
(t , J6-5 = 5,0 Hz, 2H, H6) 5 1 ,46 (s, 9H, Hg) ; 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 5 169,37 (1C, Ci) ; 81,33 (1C, C7) ; 70,55-70,49 
25 (2C, C3et4) ; 69,81 (1C, C5) ; 68,90 (1C, C2) ; 50,46 (1C, C 6 ) ; 27,86 (3C, Cg) ; 
SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 207 (15, [M+l] + ) ; 263 (100, [M+18] + ) ; 
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6-(2-[2-(2-azido-ethoxy]-acetylamino)-2-(bis-methoxycarbonyl 
(methyl-amino)-hexanoate de methyle 20a : 

O Me0 2 C. .N. .C0 2 Me 

MODE OPERATOIRE 

5 3,95 g de 19a (0,016 mol, 1 eq.) sont mis en solution dans 20 ml de 

dichloromethane puis 1 0 ml d'acide trifluoroacetique sont additionnes goutte a goutte. 
Apres avoir agite le milieu reactionnel a 60°C pendant deux heures, celui-ci est 
evapore a sec. Le residu obtenu est ensuite repris dans 4 ml de chlorure de thionyle et 
agite pendant une heure a temperature ambiante. Le milieu est de nouveau evapore a 
10 sec, repris deux fois avec 4 ml de dichloromethane puis reevapore. Le chlorure d'acide 
ainsi forme est repris dans 10 ml de dichloromethane puis 6,43 g de tete polaire NTA* 
(0,016 mol, 1 eq.) en solution dans 10 ml de dichloromethane et 4,46 ml de 
triethylamine (0,032 mol, 2 eq.) sont additionnes. Le milieu reactionnel est agite a 
temperature ambiante pendant une nuit puis evapore a sec pour conduire a un residu 

j 

15 qui purifie par flash-chromatographie sur silice 60H (MeOH/CH2Cl2 : 3/97). 1,84 g 
de produit sont obenus sous la forme d'une huile jaune avec un rendement de 25%. 
FB : C19H33O9N5 PM:475g/mol 
CCM : Rf (EtOAcpur) : 0,34 ; 

RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 5 6,79 (tl, J9-6 = 5,3 Hz, 1H, H9) ; 3,88 (s, 2H, Hi 3) ; 
20 3,59-3,62 (m, 15H, H10, Hi 1, H15, H15, Hi6) ; 3,54 (s, 4H, H 7 ) ; 3,29-3,34 (m, 3H, 
H2,.Hi7) ; 3,18 (dt, J6-5 ~ 6,5 Hz, J6-9 = 5,3 Hz, 2H, H6) ; 1,27-1,65 (m, 6H, H3, H4, 

H 5 ); • 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 5 172,68 (1C, Ci) ; 171,42 (2C, Cg) 5 169,29 (1C, 
C12) ; 70,52 (1C, C15) ; 70,20 (1C, C13) ; 69,91 (1C, C14) ; 69,75 (1C, C\ 6 ) ; 64,35 
25 (1C, C2) ; 52,10 (2C, C7) ; 51,27 et 50,30 (2C, C10, Qi) ; 51,06 (1C, C17) ; 38,30 
(1C, C6) ; 29,74 (1C, C 3 ) ; 28,94 (1C, C 5 ) ; 22,93 (1C, C4) ; 
SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 476 (100, [M+l] + ) ; 
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6-(2-[2-amino-ethoxy)-ethoxy]-acetylamino)-2-(bis-inethoxy 
carbonylmethyl-amino)-hexanoate de methyle 21a : 



methanol, puis 184 mg de palladium sur charbon (10% en masse) sont additionnes. Le 
milieu reactionnel est purge trois fois avec de Thydrogene puis abandonne a 
temperature ambiante durant une nuit sous une atmosphere d'hydrogene. Apres avoir 
filtre sur celite le palladium, le filtrat est evapore pour conduire a 1,70 g (Rdt : 97%) 
d'une huile jaune qui est utilisee dans les etapes ulterieures sans purification 
supplementaire. 

FB : C19H35O9N3 PM : 449 g/mol 

CCM : Rf (MeOH / CH2CI2 : 1 / 9) : 0,17 ; 

RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 6 6,92 (si, 1H, H9) ; 3,85 (s, 2H, H13) ; 3,55-3,13 (m, 
26H, H2, H6, H7, H10, Hn, H13, Hl4. H15, Hi6, H17) ; 1,24-1,62 (m, 6H, H3, H4, 

H5); 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 450 (100, [M+l] + ) ; 

2-(bis-methoxycarbonylmethyl-amino)-6-(2-[2-(2-(5-ethynyl-2- 
iodo-benzoylamino)-ethoxy)-ethoxy]-acetylamino)-hexanoate de methyle 22a : 



150 mg de 2-iodo-5-ethynyl-benzoate de 2,5-dioxo-pyrrolidin-l-yle 
(0,33 mmol., 1 eq.) en solution dans 5 ml de CH2CI2 et 0,2 ml de triethylamine sont 
cannules sur 123 mg de 21a (0,33 mmol., 1 eq.) place en solution dans 2 ml de 

♦ 

CH2CI2. Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 24h, puis 
evapore. Le residu est chromatographic sur gel de silice 60H (MeOH/CH2Cl2 : 3/97) 
pour conduire a 145 mg d'une huile legerement jaune avec un rendement de 62%. 




C0 2 Me 
it 



MODE OPERATOIRE 



1,84 g de 20a (3,88 mmol., 1 eq.) sont mis en solution dans 30 ml de 




MODE OPERATOIRE 
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FB : C28H38O10N3I 



PM : 703 g/mol 



CCM : Rf (MeOH / CH2CI2 : 1 / 9) : 0,50 ; 

RMN lH (300 MHz, CDCI3) : 5 7,79 (d, J23-25 = 8,1 Hz, 1H, H23) 5 7,45 (d J25-23 
= 1,5 Hz, 1H, H25) ; 7,15 (dd, J23-25 = 1,5 Hz et J23-22 = 8,1 Hz 1H, H23) ; 6,76 (tl, 
5 1H, H9) ; 6,50 (tl, 1H, Hig) ; 4,11 (s, 2H, H13) ; 3,58-3,96 (m, 17H H10, Hn, H14, 
H15, Hi6) ; 3,51 (s, 4H, H7) ; 3,20-3,41 (m, 5H, H_2, H6, Hi 7) ; 3,17 (s, 1H, H28) ; 
1,44-1,71 (m, 6H, H3, H4, H5) ; 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 8 172,75 (1C, C19) ; 171,64 (1C, Cl) ; 171,49 (1C, 
C8) ; 169,38 (1C, Cl2) ; 142,14 (1C, C20) ; 139,69 (1C, C 2 5) ; 133,86 (1C, C22) 5 
10 131,21 (1C, C23) ; 122,25 (1C, C 2 4) ; 115,97 (1C, C 2 l) ; 92,71 (1C, C26) > 79,45 
(1C, C27) ; 70,65 (1C, C15) ; 70,36 (1C, C13) ; 69,87 (1C, Q4) ; 69,41 (1C, Ci6) ; 
64,36 (1C, G2) ; 52,39 ; 51,16 (2C, C7) ; 52,16 ; 51,37 (3C, C10, Cn) ; 39,46 (1C, 
C17) ; 39,37 (1C, C 6 ) ; 29,77 (1C, C 3 ) ; 28,95 (1C, C5) ; 22,98 (1C, C4) ; 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e :704 (100, [M+l] + ) ; 721 (36, [M+l 8] + ) 

15 Microanalyse pour C28H38N3O10 I : 

Calc. : C, 47,80 ; H, 5,44 ; N, 5,97 ; O, 22,74 ; I, 18,03 

Exp. :C, 47,75 ; H, 5,71 ; N, 5,72; • 



MODE OPERATOIRE 

Protocole identique a celui utilise pour la preparation du produit 21a 
en demarrant la synthese a partir du triethylene glycol. 





25 FB : C21H39O10N3 

CCM : Rf (MeOH / CH2CI2 / TEA : 1 / 9 / 0,1) : 0,27 ; 



PM : 493 g/mol 
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RMN lH (300 MHz, CD3OD) : 6 4,59 (si, 3H, H9, H20) ; 3,94 (s, 2H, H13) ; 3,10- 
3,61 (m, 28H, H2, H6, H7, H10, Hn, H14, His, Hi6, H17, Hi 8, H19) ; 1,19-1,62 
(m, 6H 5 H 3 , H 4 , H5) 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 494 (100, [M+l]*) ; 



melange constitue de 30 ml d'eau et 5 ml d'acide chlorhydrique concentre. Apres 
10 avoir place le milieu reactionnel a 0°C, 520 mg (7,54 mmol, 1,02 eq.) de nitrite de 
sodium en solution dans 1 ml d'eau sont additionnes. Apres 30 min. d'agitation, le 
milieu reactionnel est additionne prudemment sur une solution composee de 8g de 
carbonate de potassium et de 8,17 ml (5,82 mmol, 7,8 eq.) de diisopropylamine dans 
50 ml d'eau, placee a 0°C. L'agitation est maintenue a cette temperature pendant 30 
15 min. puis le milieu reactionnel est hydrolyse avec 50 ml d'eau et la phase aqueuse est 
extraite quatre fois avec 50 ml d'ether ethylique. La phase organique est sechee sur 
sulfate de magnesium, filtree puis evaporee pour conduire a un residu qui est 
chromatographic sur gel de silice 60H (AcOEt/Hexane : 2/8) pour conduire a 1,18 g 
d'une poudre jaune avec un rendement de 64%. 
20 FB : C14H21N3O2 PM : 247,33g/mol 



CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 91) : 0,40 ; 

RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 5 7,92 (d, J 3 -4 = 8,6 Hz, 2H, H 3 ) ; 7,44 (d, J4.3 = 8,6 
Hz, 2H, H4) ; 5,33 (si, 1H, H6) ; 4,03 (si, 1H, H6) ; 2,57 (s, 3H, H3) ; 1,37 (dl, 6H, 
H 7 ) ; 1 ,24 (dl, 6H, H 7 ) ; 
25 RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : § 197,17 (1C, Ci) ; 155,32 (1C, C5) ; 133,1 1 (1C, 
C 2 ) ; 129,30 (2C, C3) ; 1 19,82 (2C, C 4 ) ; 49,17 (1C, C 6 ) ; 46,17 (1C, C 6 ) ; 26,23 (1C, 
Cg); 23,63, 19,11 (4C, C7) ; 



4-(diisopropyltriazenyl)acetophenone 25 : 




MODE OPERATOIRE 



lg (7,4 mmol) de 4-aminoacetophenone sont mis en solution dans un 
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SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 248 (100, [M+l] + ) ; 

l-(DiisopropyItriazenyI)-4-((trimethylsilyl)ethynyl)benzene 26 : 



en solution dans 30 ml de THF sont additionnes goutte a goutte, a -78°C, sur 1,03 eq: 
de LDA, formee, a 0°C, a partir de 5,17 ml de diisopropylamine (36,9 mmol, 1,06 eq.) 
et de 22,4 ml de BuLi 1,6M dans Thexane (35,9 mmol, 1,03 eq.) dans 38,5 ml de THF. 
Le milieu reactionnel est agite a -78°C pendant une heure, puis 5,04 ml de 

10 chlorophosphate de diethyle (34,9 mmol, 1 eq.) sont additionnes goutte a goutte et la 
temperature est remontee jusqu'a rambiante. Apres 3 heures d' agitation, cette solution 
est additionnee sur 2,25 eq. de LDA, formee, a 0°C, a partir de 11 ml de 
diisopropylamine (78,5 mmol, 2,25 eq.) et de 49 ml de BuLi 1,6M dans I'hexane (78,5 
mmol, 2,25 eq.) dans 80 ml de THF. Le milieu reactionnel est abandonne pendant la 

15 nuit, au cours de laquelle la temperature remonte lentement. Apres avoir place le 
ballon a 0°C, 4,86 ml de chlorure de trimethylsilyle (38,3 mmol, 1,1 eq.) sont 
additionnes, Tagitation est maintenue pendant 15 min., puis on hydrolyse avec 100 ml 
d'eau. La phase aqueuse est extraite trois fois avec 100 ml d' ether ethylique, puis la 
phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtree puis evaporee. Le residu 

20 obtenu est purifie par flash chromatographie sur gel de silice 60H (Hexane pur) pour 
conduire a 6,08 g de l-(diisopropyltriazenyl)-4-((trimethylsilyl)ethynyl)benzene avec 

un rendement de 58%. 

FB : Ci7H27N3Si PM : 301 g/mol 



CCM : Rf (Hexane) : 0,30 ; 
25 RMN lH,(300 MHz, CDCI3) : 6 7,40 (d, J2-3 = 8,5 Hz, 2H, H2) ; 7,32 (d, J3.2 = 8,5 
Hz, 2H, H3) ; 5,33 (si, 1H, Hg) ; 4,03 (si, 1H, Hg) ; 1,29 (si, 12H, H 9 ) ; 0,24 (s, 9H, 

H 7 ) ; ; i 




MODE OPERATOIRE 



5 



8,62 g (34,9 mmol, 1 eq.) de 4-(diisopropyltriazenyl)acetophenone 
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RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 8 151,45 (1C, Ci) ; 132,42 (2C, C2) ; 1 19 ? 82 (2C, 
C3) ; 1 18,66 (1C, C4) ; 105,72 (1C, C6) ; 93,05 (1C, C5) ; 48,13, 46,17 (2C, Cg) ; 
23,80, 19,1 1 (4C, C9) ; -0,15 (3C, C7) ; 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 302 (100, [M+l] + ) ; 
5 l-(Diisopropyltriazenyl)-4-ethynylbenzene 27 : 




MODE OPERATOIRE 

6 g de 1 -(diisopropyltriazenyl)-4-((trimethy lsilyl)ethynyl)benzene 
(19,9 mmol, 1 eq.) sont mis en solution dans 100 ml de MeOH et 13,7 g de K2CO3 

10 (99,5 mmol, 5 eq.) sont additionnes petit a petit. Apres avoir agite le milieu 
reactionnel a temperature ambiante pendant 15h., celui-ci est evapore a sec, repris 
avec 100 ml d'eau et 100ml d'EtOAc. La phase aqueuse est extraite quatre fois avec 50 
ml d'EtOAc, puis la phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtree puis 
evaporee pour conduire a 4,38 g de l-(diisopropyltriazenyl)-4-ethynylbenzene, avec 

15 un rendement de 96%. 

FB : C14H19N3 PM : 229g/mol 

CCM : Rf (Hexane pur) : 0,30 ; ' 

RMN lH (300 MHz, CDCI3) : 5 7,46 (d, J2-3 = 8,6 Hz, 2H, H2) ; 7,37 (d, J3.2 = 8,6 
Hz, 2H, H3) ; 5,33 (si, 1H, Hg) ; 4,03 (si, 1H, Hg) ; 3,06 (s, 1H, H7) ; 1,29 (si, 12H, 
20 H9) ; 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 6 151,75 (1C, C\) ; 132,57 (2C, Cl) ; 119,95 (2C, 
C3) ; 117,56 (1C, C4) ; 84,14 (1C, C5) ; 76,28 (1C, C6) ; 48,68, 45,75 (2C, Cg) ; 
23,61, 19,28 (4C,C9); 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 230 (100, [M+l] + ) ; 
25 2-iodo-4-trimethylsilanylethynyl-benzoate de methyle 28 : 
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MODE OPERATOIRE 

2,6 g d'acide 2-iodo-5-((trimethylsilyl)ethynyl)benzoique (7,56 
mmdl, 1 eq.) sont mis en solution dans 50 ml de THF puis 2,17 g de //-ethyl-W-Q- 
5 dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC) (11,3 mmol, 1,5 eq.) et 1,52 g 
d'hydroxybenzotriazole ou HOBT (11,3 mmol, 1,5 eq.) sont additionnes, enfin 18 ml 
de MeOH sont additionnes goutte a goutte. Apres avoir agite le milieu reactionnel a 
temperature ambiante pendant 4h., celui-ci est evapore a sec, repris avec 50 ml d'eau et 
50 ml d ! EtOAc. La phase organique est lavee avec 25 ml d'une solution aqueuse a 5% 

10 en KHSO4, 25 ml d'une solution aqueuse a 5% en NaHC03, et 25 ml d'une solution 
aqueuse saturee en NaCl. Elle est ensuite sechee sur sulfate de magnesium, filtree puis 
evaporee pour conduire a 2,93 g d'une huile jaune (Rdt : quantitatif) qui est utilisee 
sans purification supplementaire dans les etapes ulterieures. 
FB : Ci3Hi502lSi PM : 357,9 g/mol 

15 CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 9/ 1) : 0,46 ; 

RMN lH (300 MHz, CDCI3) : 5 7,9 1 (d, J4-6 = 8,0 Hz, 1H, H4) ; 7,87 (d, J7-6 = 2,1 
Hz, l'H, H7) ; 7,18 (dd, J6-7 = 2,1 Hz, J6-4 = 8,0 Hz, 1H, H6) ; .3,91 (s, 3H, U\\) ; 
0,23 (s, 9H,HiO); 

RMN 13C (75,47 MHz, CDCI3) : 6 165,86 (1C, Ci) ; 141,05 (1C, C 4 ) ; 134,99 ; 
20 133,90 (2C, C6, C7) ; 134,78 (1C, C 2 ) ; 123,10 (1C, C5) ;. 102,61 (1C, C 3 ) ; 96,60 
(1C, C9) ; 93,83 (1C, Cg) ; 52,31 (1C, C11) -0,44 (3C, Cio) ; 
SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : nVe : 376 (100, [M+18] + ) ; 
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2-(4-trisopropyItriazenyIphenyIethynyI)-5-trimethylsiIanyl 
ethynyl benzoate de methyle 29 : 




C0 2 CH 3 

1 19 



MODE OPERATOIRE 

5 676 mg de 27 (1,88 mmol, 1 eq.) sont mis en solution dans 7 ml de 

THF, puis 132 mg de Pd (0,18 mmol, 0,01 eq.) et 132 mg d'iodure de cuivre (3,76 
mmol, 0,02 eq.) sont additionnes. Apres agitation du milieu reactionnel pendant 15 
min., 430 mg de 28 (1,88 mmol, 1 eq.) en solution dans 7 ml de THF sont additionnes 
goutte a goutte. L'agitation est maintenue pendant 1 5h., a temperature ambiante. Apres 
10 evaporation a sec, le residu est purifie sur gel de siiice 60H (Hexane/EtOAc : 97/3) 
pour conduire a 683 mg d f une poudre jaune citron avec un rendement de 79%. 
FB : C27H33N302Si PM : 459 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 9 / 1) : 0,28 ; 

RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 5 8,06 (s, 1H, H3) ; 7,34-7,57 (m, 6H, H5, He, Hn, 
15 H12) ; 5,27 (si, 1H, H14) ; 3,96 (s, 4H, H14, H19) ; 1,31 (si, 12H, H15) ; 0,25 (s, 9H, 
Hl8); 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3).: 8 165,84 (1C, Ci) ; 151,78 (1C, C13) ; 134,28 ; 
133,85 ; 133,45 ; 132,99 (4C, C3, C5, C6) ; 132,99 (2C, Cn) ; 131,36 (1C, C2) ; 
123,80 ; 122,16 (2C, C7, C\Q) ; 102,08 (2C, C12) ; 118,54 (1C, C 4 ) ; 103,47 (1C, 
20 C17) ; 97,21, 96,83 (2C, C8, C9); 87,69 (1C, Ci6) ; 52,02 (1C, C19) ; 48,88, 45,97 
(2C, C14) ; 23,72, 19,16 (4C, C15) ; -0,36 (3C, Cis) ; 
SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 460 (100, [M+l] + ) ; 
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2-(4-iodo-phenylethynyI)-5-trimethyisiIanylethynyl benzoate de 



methyle : 



H 3 C N 
H 3 C-Si 

H 3 C 




MODE OPERATOIRE 



5 



Dans un tube scelle sont places 2,3 g de 29 (5 mmol, 1 eq.) dans 5 



ml d'iodure de methyle (90 mmol, 18 eq.). Le milieu reactiortnel est chauffe a 120°C 
pendant 72h., puis est evapore a sec. Le residu est repris dans 20 ml d'ether ethylique, 
filtre puis evapore pour conduire a 2,2 g d'une huile jaune avec un rendement de 96%. 
FB : C2lHi902SiI PM : 458 g/mol 



10 CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 9 / 1) : 0,38 ; 

RMN lH (300 MHz, CDCI3) : 5 8,06 (s, 1H, H3) ; 7,68 (d, Jll-12 = 8,0 Hz, 2H, 
H12) ; 7,54 (s, 2H, H3, H5) ; 7,26 (d, Jn-12 = 8,0 Hz, 2H, Hi 1) ; 3,93 (s, 3H, H17) ; 
0,25 (s, 9H,Hi6); r - 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) ': 5 165,51 (1C, Ci) ; 137,36 (2C, C\ 2 ) ; 134,40 ; 
15 133,87 ; 133,59 (3C, Cs, C 5 , C 6 ) ; 132,97 (2C, Cn) ; 131,54 (1C, C 2 ) ; 122,95 (2C, 
C7, C10) ; 122,38 (1C, C 4 ) ; 103,21 (1C, C15) ; 97,35, 94,96 (2C, Cg, C9) ; 89,19 
(13C, C14) ; 94,54 (1C, C13) ; 52,08 (1C, C17) ; -0,40 (3C, C\e) ; 
SM (70eV/DCI^H3/intensite %) : m/e : 459 (59, [M+l]+) ; 476 (100, [M+18] + ) 



5-ethynyl-2-(4-iodo-phenylethynyI)-benzoate de 2,5-dioxo 



20 pyrrolidine-l-yle 30 : 



5 6 



11 12 




MODE OPERATOIRE 



Apres un traitement basique dans le methanol de 500 mg de 2-(4- 
iodo-phenylethynyl)-5-trimethylsilanylethyny! benzoate de methyle, 68 mg d'acide 5- 
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ethynyl-2-(4-iodo-phenylethynyl)benzoique (0,18 rnmol, 1 eq.) sont mis en solution 
dans 3 ml de THF, puis 25 mg de N-hydroxysuccinimide (0,22 mmol, 1,2 eq.) et 13" 
mg de dimethylaminopyridine (0,10 mmol, 0,55 eq.) sont additionnes. Apres avoir 
place le milieu reactionnel a 0°C, 45 mg de dicyclohexylcarbodiimide (0,22 mmol. 1,2 
5 eq.) en solution dans 1 ml de CH2CI2 sont additionnes goutte a goutte. L'agitation est 
maintenue pendant 15 en laissant monter la temperature lentement. Le milieu 
reactionnel est ensuite filtre puis evapore pour conduire a un residu qui est purifie par 
chromatographic sur gel de silice. Le produit ainsi obtenu est lave une fois a 1'EtOAc - 
et 50 mg d ! un solide jaune pale avec un rendement de 60%. 
10 FB : C21H12O4NI PM : 469 g/mol 

CCM : Rf (Hexane / EtOAc : 60 / 40) : 0,5 ; 

RMN *H (300 MHz, CD3OD) : 5 8,03 (s, 1H, H3) ; 7,44-7,50 (m, 4H, H5, H6, 
Hl2) ; 7,06 (d, Jn-12 = 8,2 Hz, 2H, Hi 1) ; 3,22 (s, 1H, Hi6) ; 2,74 (s, 4H, Hig) 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e : 470 (9,8, [M+l]+) ; 477 (100, [M+18]+) 
15 2-(bis)methoxycarbonylmethyl-amino)-6-(2-[2-(2-(2-[5-ethynyl- 
2-(4-iodo-phenyIethynyI)-benzoylamino]-ethoxy)-ethoxy)-ethoxy]-acetylamm 
hexanoate de methyle 31b : 



H 35 




MODE OPERATOIRE 

20 92 mg de 30 (0,18 mmol, 1 eq.) en solution dans 3 ml de CH2CI2 et 

0,25 ml de triethylamine (1,8 mmol, 10 2q.) sont additionnes goutte a goutte sur 88 
mg de 21b (0,18 mmol, 1 eq.) en solution dans 2 ml de CH2CI2. Le milieu reactionnel 
est agite a temperature ambiante pendant 4h, puis est evapore a sec. Le residu obtenu 
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est chromatographic sur gel de silice 60H (CH2Cl2/MeOH : 97/3) pour conduire a 60 

mg d'une huile legerement jaune avec un rendement de 40%. 

FB : C38H46O1 1N3I PM : 847 g/mol 

CCM : Rf (MeOH / CH2CI2 : 1 / 9) : 0,47 ; 

5 RMN *H (300 MHz, CDCI3) : 8 8,00 (s, 1H, H27) ; 7,70 (d, J32-3 1 = 8,2 Hz, 2H, 
H32) ; 7,50 (si, 3H, H24, H25, H20) ; 7,26 (d, J31-32 = 8,2 Hz, 2H, H31) ; 6,61 (tl, 
1H, H9) ; 3,88 (s, 2H, H13) ; 3,16-3,70 (m, 25H, H7, H10, Hi 1, H14, H15, H16, H17, 
Hi 8, H19) ; 3,16-3,25 (m, 4H, H2, H6, H35) ; 1,41-1,69 (m, 6H, H3, H4, H5) ; 

SM (70eV/DCI/NH3/intensite %) : m/e :848 (7, [M+l]+) ; 
10 Microanalyse pour C30H42N3O11 I : 

Calc. : C, 53,84 ; H, 5,46 ; N, 4,95 ; O, 20,76 ; 1, 14,97 
Exp. : C, 52,62 ; H, 5,84 ; N, 4,98 ; 
Exemple 4 : Fixation de proteines His-tag sur un baton moleculaire fonctionna- 
lise par un complexe de nickel Ni-NTA. 
15 La fixation de la sous-unite ABC23-(His)6 des ARN Polymerases de 

levure sur le polymere P0 fonctionnalise par des complexes de nickel-NT A a ete etu- 
diee. Une etude par chromatographie de permeation a permis de mettre en evidence la 
fixation specifique de proteines "etiquetees-histidine" sur le polymere. En effet, en 
presence de polymere l'elution de la proteine est acceleree. Plusieurs proteines se 
20 fixent sur le polymere formant ainsi des complexes proteiques de plus hauts poids 
moleculaires. De plus, cette fixation est induite par une interaction entre le nickel et 
l'etiquette polyhistidine car la proteine ABC23 sans etiquette ne semble pas ou peu se 
fixer sur le polymere P0. 

Protocole : 

25 1 5 d'une solution 500jaM de baton moleculaire P0 dans du 

tampon Tris (10 mM, pH 8) sont additionnes soit a 5 jal d'une solution de proteine 
ABC23-His 6 (3,2 mg/ml dans du tampon Tris 10 mM, NaCl 150 mM), soit a 7 \il 
d'une solution de proteine ABC23 (2,3 mg/ml dans du tampon Tris 10 mM, NaCl 150 
mM), ou bien a 5 jj.1 de tampon Tris (10 mM, pH 8). Apres 18h. sans agitation, le 
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lb 

volume de la solution est complete a 50j.il par addition de tampon Tris (10 mM, pH 8) 

(R) 

et Tensemble est injecte dans une boucle d'injection de 50 \il du Smart w system. 

Conditions : 

Etude de la fixation de l'ABC23-(His)6 de I'ARN Polymerase de 



5 levure sur le polymere P0 par chromatographic de permeation a l'aide d'un Smart 
system (Colonne Superose 6; elution Tris(10mM, pH 8 ; NaCl 150 mM) 
Exemple 5 : Observation par microscopie electronique de proteines His-tag sur 
un baton moleculaire fonctionnalise par un complexe de nickel Ni-NTA : 

La fixation d'une phosphatase-(His)6 sur le polymere P0 fonctionna- 

10 lise par des complexes de nickel-NTA par chromatographic de permeation a ete etu- 
diee. On observe la structure des objets supramoleculaires formes par microscopie 
electronique. On note la formation d'agregats lineaires de proteines. 

Conditions experimentales : 

Apres purification par chromatographic de permeation sur 

15 Smart® system (Colonne Superose 6; elution Tris(10mM, pH 8 ; NaCl 150 mM), 5 jal 
de solution sont deposes sur un grille de microscopie electronique recouverte d'un film 
de carbone et prealablement dechargee sous vide avec un courant de 20 mA. La grille 
est alors coloree negativement avec une solution d'acetate d'uranyle et observee dans 
le microscope electronique. 

20 Photos enregistrees sur des films KODAK SOI 63 a un grossisse- 

ment 45,000 x, avec un microscope electronique a transmission Philips CM120 fonc- 
tionnant a lOOkV et dans des conditions minimales du faisceau d'electron (< 10 elec- 
trons/ A^). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1* invention ne se limite 
25 nuliement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fa<?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Batons moleculaires, caracterises en ce qu'ils presentent une 
structure representee par la formule generate I suivante : 

( p— E ) _ 



GpF 

dans laquelle : 

P represente un polymere selectionne dans le groupe constitue par 
les polyphenylenes, les polyphenylenevinylenes, les polyphenyleneethynylenes et les 
poly-vinylenes, tels qu'illustres dans les formules ci-apres : 

a b c 





A A 




10 



15 




20 



* liaison a GpF 
dans lesquelles : 

A represente un atome hydrogene ou l'un des groupes suivants : 
alkyle, OH, O-alkyle, NH 2 , NH-alkyle, C0 2 H, C0 2 -alkyle, CONH 2 , CONH-alkyle, 

GpF (groupe fonctionnel) represente un groupe B-R, dans lequel : 
- B (bras de liaison) est selectionne parmi des chainons carbones en 
C,-C, 0 , eventuellement substitues par des groupes alkyles, presentant ou non des 
ihsaturations ou des motifs poly-oxyethylene pouvant presenter ou non en milieu de 
chaine des groupes phosphate, tels que : 

f g 



tent 




x 



X 



m ut 
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dans lesquels : 

m represente un nombre entier de 1 a 10, 

X represente O, NHCO, OCO, COO, CONH, S, CH 2 ou NH et 
5 constitue aux extremites desdits chainons carbones des fonctions organiques d'accro- 
chage du type esters, amides, ethers, thioethers ; 

- R represente un groupe hydrophile, selectionne parmi les groupes 
charges positivement ou negativement ; des ligands ou analogues de macromolecules 
biologiques 5 des complexes organometalliques interagissant avec des acides amines 
ou des acides nucleiques et dont les ligands sont eventuellement fonctionnalises par 

des groupements alky les de liaison a E ; 

n represente un nombre entier compris entre 5 et 1000, 
p represente un nombre entier compris entre 0 et 10 et 
E (segment espaceur) represente un motif chimique dont la nature ne 
15 perturbe pas la structure rigide du squeiette forme par P et represente un motif pheny- 

lene, ethynylene, vinylene ou la combinaison de ces motifs, comme illustre dans la 

formule ci-apres : 



10 




dans laquelle A represente un atome d'hydrogene ou Tun des 
20 groupes suivants : alkyle, OH, O-alkyle, NH 2 , NH-alkyle, C0 2 H, CO,-alkyle, CONH 2 , 
CONH-alkyle. 

2°) Batons moleculaires selon la revendication 1 , caracterises en ce 
qu'ils presentent la formule generale II suivante : 

©? 



H 2 0*^ | N 




V 



II, 



25 dans laquelle : 
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p=0 : absence de E, 

P represente le groupe b tel que defini ci-dessus, 

GpF comprend un groupe B represente par un groupe /tel que defini 

ci-dessus, dans lequel m=3, Tun des X represente NHCO et l'autre X represente CH 2; 

et un groupe R represente par un complexe organometallique a base de nickel 

(complexe Ni-NTA) et 

n represente un nombre entier compris entre 5 et 1000. 

3°) Batons moleculaires selon la revendication 1, caracterises en ce 
qu'ils presentent la formule generate III suivante : 




o o 

©\/ 

H 2 0' Ni M N 



10 



r 



n 



III 



dans laquelle : 

m represente un nombre entier compris entre 1 et 1 0, 
p represente un nombre entier compris entre 0 et 10, 
15 p represente le groupe b tel que defini ci-dessus, 

GpF comprend un groupe B represente par un groupe h tel que defini 
ci-dessus, dans lequel les deux X sont identiques et representent NHCO et un groupe 
R represente par un complexe organometallique a base de nickel (complexe Ni-NTA), 

. * * • * " 

dont le ligand NTA est fonctionnalise par un groupe alkyle en C 4 , et 
20 n represente un nombre entier compris entre 5 et 1000. 

4°) Procede de fixation et/ou d' auto-organisation de macromolecules 
biologiques, caracterise en ce qu'il comprend essentiellement l'incubation, pendant au 
moins 15 minutes, d'une macromolecule biologique en solution avec un baton mole- 
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culaire, selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, dans des conditions de 

temperature et de pH convenables. 

5°) Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que lesdites 
macromolecules biologiques sont notamment des proteines solubles, membranaires, 
5 trans-membranaires, des enzymes, des anticorps, des fragments d'anticorps ou des 

acides nucleiques. 

6°) Procede selon la revendication 4 ou la revendication 5, caracte- 
rise en ce que ladite solution est constitute d'un solvant de solubilisation desdites 
macromolecules biologiques, aqueux ou hydroalcoolique et contenant eventueilement 

10 au moins un detergent. 

7°) Procede selon Tune quelconques des revendications 4 a 6, 

caracterise en ce que les conditions d f incubation sont de preference les suivantes : 
incubation a temperature ambiante, pendant 1 5 minutes a 48 heures, aunpH compris 
entre 5,5 et 8,5. 

15 8°) Objet supramoleculaire, caracterise en ce qu'il est constitue d ! un 

baton moleculaire selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, sur lequel des 
macromolecules biologiques sont fixees de maniere non-covalente. 

9°) Objet supramoleculaire, caracterise en ce qu'il est constitue d'un 
baton moleculaire selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, sur lequel des 
20 macromolecules biologiques sont auto-organisees sous une forme cristalline. 

10°) Application de l'objet supramoleculaire selon la revendication 8 
ou la revendication 9, a l'etude structural des macromolecules qui lui sont associees. 

11°) Application de l'objet supramoleculaire selon la revendication 8 
ou la revendication 9, en tant que reactif biologique. 
25 12°) Application de l'objet supramoleculaire selon la revendication 8 

ou la revendication 9, en tant que biocapteurs ou bioconducteurs. 
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